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PREPARATIONS DE CELLULES DE MAMMIFERE 
EVENTUELLEMENT TRANS FECTEES AVEC UN GENE CODANT POUR UNE 
SUBSTANCE ACTIVE ET LES COMPOSITIONS LES CONTENANT . 

La presente invention concerne la 
preparation de cellules de mammiferes genetiquement 
modifiees utiles tant coirane modele pour la recherche que 
pour le diagnostic ou la therapie genique plus 
particulierement pour le traitement des maladies du 
systeme nerveux cerebral chez I'homme et eventuellement 
1 ' animal . 

Parmi les nouveaux traitements des maladies 
humaines, la therapie genique, c'est-a-dire la 
correction in vivo du phenotype d'une maladie a travers 
1 -utilisation d'un gene fonctionnel comme agent 
pharmacologique, est en plein essor. Schema tiquement , 
deux types de strategie de therapie genique peuvent etre 
distingu^s : 

- Une strategie dite in vivo, ou le gene 
d'inter§t est administrd directement dans les cellules 
de l'h6te. 

- Une strategie dite ex vivo ou de therapie 
genique cellulaire, consistant a prelever et mettre en 
culture des cellules choisies comme vecteur, a 
transferer in vitro un ou plusieurs genes, aussi 
designes transgenes, dans ces cellules, puis a implanter 
des cellules genetiquement modifiees. 

La therapie genique cellulaire presente des 
atouts indeniables comme la possibilite de pouvoir 
verifier, in vitro, prealablement a la greffe, les 
effets de 1 ' introduction et de 1 ' expression du transgene 
sur le phenotype des cellules modifiees, le nombre de 
copies du transgene, son taux de transcription, la 



quantite de proteine produite et l'effet biologique de 
celle-ci. La population cellulaire a greffer peut etre 
purifiee afin d'introduire tin greffon homogene tant du 
point de vue phenotypique, que de la production de la 
proteine desir^e. 

Parmi les cellules utilisees en therapie 
genique cellulaire, il a ete propose dans la demande de 
brevet internationale PCT publiee sous le No. WO93/13 807 
d ' administrer par voie intraveineuse des cellules 
endotheliales non inunor tali sees genetiquement modifiees 
pour exprimer au niveau de sites angiogeniques des 
produits therapeutiques . 

Toutefois, il convient de rappeler que 
toutes les cellules endotheliales ne sont pas 
identiques^ En effet, les cellules endotheliales de 
l'adulte forment une population cellulaire tres 
heterogene, non seulement entire les organes, mads aussi, 
dans un meme organe, entre- les vaisseaux de divers 
calibres. L'heterogeneite endotheliale se caracterise 
par des differences morphologiques mais aussi par 
1' expression de marqueurs moleculaires specif iques a une 
ou des populations de cellules endotheliales. Par 
exemple dans le systeme nerveux central (SNC) , les 
cellules endotheliales des microvaisseaux cerebraux 
forment, en association avec les cellules astrocytaires 
du parenchyme cerebral, la barriere hemato-encephalique 
(BHE) . 

La raise au point de preparation de cellules 
de mammifere pour la therapie genique presente done un 
probleme quant a 1 ' homogeneite et a la caracterisation 
desdites cellules. Une solution efficace a ce probleme 
consiste a immortaliser les cellules. On a ainsi decrit 
dans l'art anterieur des lignees de cellules 
endotheliales cerebrales ou encore de cellules 
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endotheliales et epitheliales retiniennes de mammiferes 
immortal i sees portant eventuellement un transgene utiles 
pour le traitement des maladies neurologiques y compris 
les tumeurs. On peut citer tout particulierement les 
5 travaux de la Demanderesse rapportees dans les demandes 

de brevet internationales PCT publiees sous les numeros 
W096/11278 et WO97/40139. 

Les travaux de recherche realisee par la 

10 demanderesse sur 1 ' immortalisation de cellules de 

mammif^re, plus particulierement endotheliales 

cerdbrales, lui ont permis d'obtenir une quantite 
importante, homogene et parfaitement caracterisee, de 
materiel a greffer ou a injecter permettant la mise en 

15 ceuvre d'un procede efficace de therapie genique d'une 

maladie chez un patient. Ainsi, il a ete mis en evidence 
dans le cadre de la presente invention, qu'apres avoir 
ete injectees dans le compartiment sanguin irriguant le 
SNC, les cellules endotheliales cerebrales immortal isees 

20 genetiquement modifiees, comme les cellules RBE4 

n'exprimant pas de transgene, les cellules RBEZ et 
RBE4/GFP exprimant un transgene, sont capables de 
survivre et de s'integrer dans la paroi vasculaire des 
micro-vaisseaux cerebraux, ainsi que dans le parenchyme 

25 cerebrale. La demonstration de l'inter^t de cette 

approche a demande une maitrise technique tant dans la 
mise au point des preparations cellulaires et des 
compositions les contenant qui ont ete injectees, que 
dans les modes opera toires de 1' injection. 

30 En effet, les travaux de la Demanderesse 

concernant 1' injection des cellules a des animaux lui 
ont permis de mettre en evidence 1' effet deletere de la 
presence d'aggregats cellulaires dans les compositions 
injectees, comme par exemple des accidents vasculaires 
35 cerebraux ou des embolies pulmonaires . Or, de maniere 
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surprenante, l'effet deletere induit par la presence de 
ces agregats cellulaires lors de 1' injection ne semble 
pas avoir ete envisage jusqu'a ce jour. Pourtant, on a 
propose dans l'art anterieur d'injecter des particules 
5 conjugues ou non a un agent actif pour realiser un 

diagnostic ou une therapie. On peut citer par exemple 
les travaux realises sur des microspheres synthetiques 
de tailles bien definies ci-apres: 

- 1' injection de spheres de 75 a 150 microns 
10 dans les vaisseaux du coeur provoque une necrose 

myocardique (Battler et al . , 1993, J. Am. Coll. 
Cardiol., 22: 2001-2006), 

- 1' injection de spheres de 7 microns dans 
les arteres de cochon, a raison de 105 particules par 

15 gramme de myocarde, ne provoque pas d'effets deleteres 

sur le tissu myocardique (Arras et al . , 1998, Nature 
Biotechnology, 16: 159-162), 

- 1' injection de microspheres- de 48 microns 
de diametre (900 microspheres) dans la carotide interne 

20 droite provoque des infarctus cerebraux dans le cortex 

par ieto- temporal, le corps calleux, 1 1 hippocampe, le 
thalamus et le noyau lenticulaire (Miyake et al . , 1993, 
Stroke, 24: 415-420) . 

On a egalement decrit 1' injection chez 

25 l'homme de microspheres d'albumines radiomarquees , d'une 

taille de 15 a 30 microns, dans les arteres carotides 
commune ou interne pour detecter des regions infarcies 
du cerveau par des techniques de tomo-scintigraphie 
cerebrales (Verhas et al . , 1976, J. Nucl. Med., 17: 170- 

30 174) sans qu'aucun effet deletere n'ait ete rapporte. 

Dans le domaine de la circulation 
extracorporelle (CEC) ou les particules generes sont 
susceptible d' avoir un effet deletere sur 1 ' organisme, 
il a ete propose d'utiliser des filtres de 20 microns 

35 pour diminuer de 90% le nombre de particules 



potentiellement deleteres (Loop et al . , 1976, Ann. 
Thorac. Surg., 21: 412-420). 



Or, comme indique precedemment , les rares 
travaux de 1 ' art anterieur concernant 1' inject ion de 
cellules notamment endotheliales ne rapporte pas 
d'effets deleteres des compositions cellulaires 
injectees dus a la presence d'agregats cellulaires. 
Ainsi, la demande de brevet internationale PCT 
WO93/13807 decrit 1* injection intraveineuse de 2 x 10 6 
cellules endotheliales non immortalisee par la veine de 
la queue de souris, et ne mentionne pas 1 ' observation 
d'effet deletere lie a la formation d'agregats 
cellulaires (Ojeifo et al . , 1995, Cancer Res., 55: 2240- 
2244). Dans l'hypothese ou ef f ectivement aucun effet 
deletere n'a ete observe, il est vraisemblable que le 
faible nombre de cellules injectees chez une souris de 
30 g, de l'ordre de 2 x 10 6 , soit 2 fois moins que ce qui 
est realise dans le cadre de la presente invention chez 
un rat de 300 g, n'induise pas d'effet deletere malgre 
la formation d'agregats cellulaires. 

De meme, les auteurs des travaux concernant 
1' injection intra-arterielle ( intra- femorale) de 1 a 2 x 
10 6 cellules endotheliales non immortalisee dans le 
membre inferieur de rat, ne rapportent pas 1 ' observation 
d'effet deletere et ne suggere pas le probleme de la 
formation d'agregats (Messina et al., 1992, Proc . Natl. 
Acad. Sci., 89: 12018-12022). Bien que ces travaux ne 
s'interesse pas aux effets deleteres provoques par 
1' injection, il convient de remarquer que le nombre de 
cellules injectees est faible. de l'ordre de 50 fois 
moins que ce qui est realise dans le cadre de la 
presente invention. En outre, la cible concernee par ces 
travaux est les vaisseaux du membre inferieur, dont la 
tolerance a 1 ' ischemie est plus grande que d'autres 



6 



organes . D'ailleurs, il est indique que les 
experimentateurs ont clampe pendant une heure 1 ' artere 
femorale pour permettre une diminution du debit sanguin 
et ainsi favoriser 1' adhesion des cellules aux parois 
5 vasculaires . 

Le but de la presente invention est done 
d'offrir une solution efficace et simple permettant 
d'eviter les effets deleteres des injections de 

10 preparations cellulaires, et ainsi de developper leur 

application en medecine humaine. 

Ce but est atteint grace a une preparation 
de cellules immortalisees de mammifere eventuellement 
trans fee tees avec au moins un gene codant pour une 

15 substance active, pour f efere administree- par voie 

syst^mique, chez <un sujefcr, caract6risde* en^ce qu'elle ne 
compr-end pas^ d^agr.egafe* desdi^test^ cellukes**- d ' une taille 
susceptibly- d '.entrained chez leditr pa-tient des 
dysf ©nctionnements transitoires* ou permanent s. 

20 De;* preference, les* cellules* immortalisees 

sont non tumorigenes . 

Les preparations de 1* invention peuvent 
alors contenir un grand nombre de cellules, de I'ordre 
de 1 000 a 300 000 cellules par microlitre, permettant 

25 d'obtenir un effet biologique, en diagnostic ou 

therapeutique , efficace sans induire d 1 effet deletere 
pouvant provoquer une diminution transitoire ou 
permanente de 1 ' apport sanguin d'un organe, du type 
embolie pulmonaire, accident ischemique cerebral, 

30 ischemie peripherique voire la mort . 

Les essais realises dans le cadre de 
1 ' invention ont permis de caracteriser la taille des 
agregats susceptibles d' induire des effets deletere lors 
de 1* injection systemique de composition contenant les 

35 cellules. Ainsi, de fagon avantageuse, une preparation 
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de 1* invention ne comprend pas d'agregat de cellules 
d'une taille superieure a environ 200 microns, de 
preference superieure a 50 microns et tout 
preferentiellement superieure a 30 microns. 
5 Tous type de cellules, immortalisees ou non, 

peuvent entrer dans la constitution des preparations de 
1' invention, comme des cellules de l'endoderme, de 
l'epiderme ou du mesoderme, telles que cellules 
endotheliales cerebrales ou peripheriques et leur 
10 progeniteur, les cellules des plexus choroides, les 

cellules epitheliales, les cellules retiniennes 
pigmentaires , les ependymocytes , les tanycites, les 
cellules souches et progeni trices neurales, ou encore 
meme les cellules souches embryonnaires . 

Parmi celles-ci, 1 ' invention concerne plus 
particulierement les cellules endotheliales et les 
cellules epitheliales de mammiferes, avantageusement 
cerebrales ou retiniennes . 

L' immortalisation des cellules peut etre 
realisee par toute methode connue de l'homme du metier, 
comme celles decrites dans les demandes de brevet PCT 
publiees sous les numeros W096/11278 et WO97/40139. On 
prefere tout particulierement dans le cadre de 
1' invention des cellules immortalisees car celles-ci 
presentent l'avantage de la standardisation de 
production en grande quantite avec des criteres eleves 
de qualite. Les cellules immortalisees presentent un 
caractere non tumorigene obtenu par. toute methode connue 
de l'homme du metier comme celles decrites dans les 
30 demandes PCT citees ci-dessus. 

L ' absence d'agregat cellulaire susceptible 
d'entrainer des dysf onctionnements transitoires ou 
permanents chez les sujets ayant recu une preparation de 
35 1' invention, peut etre obtenue par tout traitement 



20 
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biologique, chimique ou physique des cellules empechant 
la formation d'agregat ou supprimant specif iquement les 
agregats desdites cellules d'une taille superieure a 
environ 200 microns, de preference superieure a 50 
microns et tout prefer entiellement superieure a 30 
microns. Apres ce traitement les cellules sont 
avantageusement mises en suspension dans un milieu 
permettant leur survie et ne favorisant pas leur re- 
agregation. Un tel milieu est par exemple tout milieu 
nutritif ne favorisant pas I'agregation 'contme du PBS 
glucose sans calcium ni magnesium. 

Un traitement biologique des cellules selon 
1 ' invention consiste par exemple a select ionner des 
cellules endotheliales pour des criteres particuliers 
d' adhesion ou a modifier gen^tiquement les dites 
cellulesv.par une sequence -d ' acide nucleique exprimant un 
agent empeehanfr la formation* d'agrega.fe ou inhibant 
1 1 expression • d'un agent favorisant la formation 
d ' agregat^desd»ites~ cetlulesv^ 

Deux.^app'roches***pewent ainsi etre mises en 

ceuvre : 

- la deletion de sequences codant pour des 
molecules d' adhesion telles que : ZOl, Z02, E-selectine, 
V.E. Cadherine, ICAM-1, occludine, P-CAM, etc ou 

1 ' introduction de sequences codant pour 
des molecules empechant la formation d 1 agregats, telles 
que des dominants negatifs des molecules d' adhesion 
citees ci-dessus ou codant pour des proteines leurres . 

Un traitement physique des cellules selon 
1 ' invention consiste par exemple en une filtration ou un 
tamisage. Outre,' l'exclusion d'agregat, cette filtration 
ou tamisage off re 1 ' avantage de disposer d'une 
population de cellules de taille homogene . Cette 
filtration ou tamisage est conduit de la facon 
suivante : Les cellules sont filtrees a l'aide de 



filtres de blutage d'avantageusement 30 microns, puis 
diluees et dissociees avec douceur par exemple par 
pipetage multiple, et la suspension cellulaire est 
ensuite aspiree dans une seringue. Le filtre a ete 
trempe au prealable dans du serum physiologique sterile 
puis desinfecte dans l'alcool a 100° , seche a l'air, 
retrempe dans du serum physiologique sterile. Le filtre 
est ensuite place entre 1' aiguille et 1 1 embout de la 
seringue contenant les cellules. Le piston est pousse 
delicatement de maniere a avoir un ecoulement goutte a 
goutte des cellules diluees. 

Mais un traitement physique peut aussi etre 
constitue par un tri de type FACS "Fluorescent Analysis 
Cell Sorting" . 

Un traitement chimique des cellules selon 
1 1 invention consiste par exemple a trypsiniser les 
cellules ou a les soumettre a 1* action d'une autre 
protease . 

Les cellules des preparations selon 
1' invention peuvent ou non etre transfectees avec un ou 
plusieurs genes codant pour une substance active qui est 
utile pour la therapie ou le diagnostic. On entend au 
sens de la presente invention, par transfection avec un 
ou plusieurs genes codant pour une substance active, la 
transfection des cellules par un fragment d'acide 
nucleique, comme un vecteur d' expression, integre dans 
le genome ou present dans le cytoplasme des cellules, et 
capable de permettre 1' expression de polypeptide (s) , 
proteine(s) ou vecteur viral constituant directement ou 
indirectement une substance active. A titre d'exemples, 
on peut citer les cellules endothelials cerebrales 
immortalisees transfectees avec un gene codant pour une 
substance active des compositions decrite dans la 
demande de brevet internationale PCT W096/ 1127 8 dont 
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1 ' enseignement est integre a la presente demande par 
reference . 



L' invention se rapporte aussi a 

5 1 ' utilisation des preparations cellulaires precedentes 

pour la preparation d'un medicament destine au 
diagnostic ou au traitement par therapie genique d'une 
maladie chez un patient par administration par voie 
systemique d'une quantite suffisante desdites cellules. 

10 L' invention a done egalement pour objet une 

composition pharmaceutique pour etre administree par 
voie systemique chez un sujet, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une preparation de cellules comme 
decrite precedemment f en association dans ladite 

15 composition avec un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable permettant la survie desdites cellules et ne 
favorisant pas leur re-agregation . On entend par 
composition pharmaceutique tant des compositions 
therapeutique que de diagnostic. 

20 

La taille des agregats qui ne sont pas 
susceptibles d'induire, lors de 1' injection des 
compositions de 1 ' invention chez un patient, des 
dy s f one t i onnemen t s transitoires ou permanents sont 

25 fonction de la voie d 1 administration . Ainsi, les 

injections arterielles selective par organe vont 
directement dans ledit organe sans passer prealablement 
par un organe filtrant comme le poumon. En consequence, 
pour une administration intra-arterielle, la taille 

30 toleree des agregats est plus basse que pour une 

injection intra-veineuse. En effet, apres injection dans 
une veine du pli du coude, le filtre pulmonaire peut 
agir et limiter la presence d' agregats dans les autres 
organes . Toutefois, le risque d' effet deletere lors 

35 d'une injection intra-veineuse existe puisque la 
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Demanderesse a observe la mort d'animaux, probablement 
par embolie pulmonaire, lors de 1' injection de cellules 
endothelials n'ayant pas subies une filtration 
prealable. 

En outre, une interpretation des donnees de 
l'art anterieur et les experiences realisees par la 
Demanderesse, semblent indiquer que des spheres d'une 
taille de plus de 40 microns sont susceptibles de 
presenter un effet deletere sur les tissus cibles par 
voie intra-arterielle. En consequence, si 1 ' on considere 
qu'un amas de cellules, par exemple endotheliales , se 
comporte comme une sphere, il est recommande selon 
1' invention d'eliminer les agregats de taille superieure 
a 30 microns. Neanmoins, les criteres physiques de 
deformabilite des cellules dans un micro-vaisseaux sont 
differents de ceux d'une particules synthetiques , et ce 
parametre doit etre pris en compte lors des traitements 
de cellules, comme par exemple en filtration, ou 
1 'utilisation d'un filtre de 30 microns permet 
d'eliminer au maximum les agregats de plus de 30 microns 
et, en consequence, les cellules restantes, au moins 
90%, sont des cellules isolees, dont le diam&tre moyen, 
par exemple d'une cellule endotheliale , est de 10 
microns . 

En consequence, 1 * invention concerne plus 

particulierement : 

d'une part une composition pour etre 
administree par voie intra-arterielle, avantageusement 
intra-carotidienne, chez un patient, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une preparation de cellules ne 
comprenant pas d'agregat desdites cellules d'une taille 
superieure a 50 microns et de preference superieure a 30 
microns, et 

- d' autre part, une composition pour etre 
administree par voie intra-veineuse, chez un sujet, 
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caracterisee en ce qu'elle comprend line preparation de 
cellules ne comprenant pas d'agregat desdites cellules 
d'une taille superieure a 200 microns et de preference 
superieure a 100 microns. 

Ces deux voies d ' administration sont a 
prendre en consideration pour la selection des cellules 
injectees vers 1 ' organe ou le tissus vise. II est en 
effet recommande de cibler un organe en injectant les 
compositions de 1 ' invention dans 1 1 artere irriguant 
directement 1' organe cible. 

A 1' inverse, 1' injection desdites 

compositions par voie intra-veineuse , n^cessite d' avoir 
selectionne ou confere aux cellules des proprietes 
particulieres-x leur permettant de cibler 1' organe ou le 
tissus vise.. II peut s \agir par. exemple d*une*^s6lection 
de cellules , endoth6 Hales* ■ presentant des proprietes 
d* adhesion spep-ifiques ou d'une modification genique lui 
conf erant les- proprietes requises -de- 1 ' organe -cible . 

La voie d' injection intra-arterielle, de 
preference intra-carotidienne pour des applications 
rapportant au SNC, constitue un mode de mise en oeuvre 
preferee des compositions de 1' invention. En effet, bien 
que 1 "injection par voie systemique semble la plus 
adequate car elle permet une biodistribution la plus 
large possible, 1' analyse de ce parametre par la 
Demanderesse pour optimiser le procede de therapie 
genique mettant en oeuvre les compositions de 
1' invention a conduit a retenir tout pref erentiellement 
le reseau vasculaire carotidien, qui est la voie 
sanguine la plus proche du SNC. Ce reseau apporte 80- % 
du debit sanguin cerebral necessaire chez 1 ' homme au bon 
f onctionnement du SNC et est accessible en clinique 
humaine mais aussi a 1 ' experimentateur animal. 
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Ainsi, la Demanderesse a montre dans le 
cadre de la presente invention que 1' injection de 
cellules endotheliales dans la carotide est faisable en 
respectant le debit sanguin. Le choix de cette voie 
d' administration permet de minimiser au maximum les 
modifications du flux sanguin cerebral. En effet, le 
flux dans la carotide interne n ' est jamais interrompu au 
cours de cette procedure. De plus, les analyses menees 
sur des animaux controles n'ont montre aucune atteinte 
parenchymateuse . Chez le rat, 1' injection se fait dans 
la circulation carotidienne generale et se repartit a 
tout le territoire concerne. Chez 1'homme, il est 
possible par les techniques de neuroradiologie 
interventionnelle d'injecter a l'aide d'un catheter des 
vaisseaux plus petits, tels que i'artere cerebrale 
moyenne, I'artere cerebrale anterieure ou I'artere 
cerebrale posterieure voire des branches de ces arteres 
et done d'obtenir potentiellement un meilleur ciblage 
et un effet deletere moindre. Bien entendu, ces 
techniques sont invasives, mais elles ne le sont 
neanmoins pas plus qu'une arteriographie qui requiert 
les mimes procedures. Elles sont en revanche bien moins 
invasives que les gestes d' injections 

intraventriculaires ou intracerebrales qui permettraient 
la delivrance d'un produit de therapie genique. 

Dans certaines conditions, 1' injection 
intra-carotidienne a occasionne une mortalite, et des 
lesions parenchymateuses . La mortalite etait en generale 
immediate et associee le plus souvent a des troubles 
respiratoires . L' explication la plus plausible est que 
1* injection de cellules provoquaient des embolies 
pulmonaires mortelles . Les lesions parenchymateuses sont 
survenues lorsgue les quantites de cellules 
endotheliales etaient elevees et lorsque la suspension 
cellulaire n' etait pas filtree. Ces donnees confirment 
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le concept de la presente 1 ' invention, selon lequel ce 
sont les agregats cellulaires qui sont responsables des 
lesions parenchymateuses cerebrales et de la mortalite 
puisqu' elles sont minimisees apres filtration. Les 
5 lesions parenchymateuses cerebrales correspondent le 

plus probablement a des infarctus cerebraux puisqu 'elles 
apparaissent en hypers ignal en T2 et sont localisees au 
territoire vasculaire de la carotide interne. La 
filtration a presque permis de faire disparaitre tous 
10 ces effets deleteres, dans de rares cas une dilatation 

du ventricule lateral etait visible du cote de 
1 ' injection. 

Comme indique precedemment 1 1 absence 
15 d' agregats dans les preparations selon 1 ' invention 

permettent de disposer de compositions comprenant un 
nombre de cellules superieur a ce qui etait permis dans 
I'art anterieur. Ainsi, les composition selon 
1' invention, comprennent de 1 1 ordre de 1 000 a 300 000 
20 cellules par microlitre de composition. 

Les composition selon 1' invention sont tout 
particulierement utiles dans le domaine de la therapie 
genique, mais leur utilisation peut aussi etre envisagee 
25 en matiere de diagnostic. 

A titre d'exemple cl* applications 

therapeutiques des composition de 1* invention, ont peut 
citer le traitement et/ou la prevention des maladies 

30 neurologiques degeneratives , comme le Parkinson, 

1 'Alzheimer , le Choree d ' Huntington, etc., des accidents 
vasculaires cerebraux, des cancers, des affections de 
I'oeil, des maladies inf lammatoires telles que la 
polyarthrite rhumatoxde, des maladies immunologiques , 

35 des malformations vasculaires arterielles ou veineuses. 
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Parmi, les applications therapeutiques ci- 
dessus, 1' invention concerne plus particulierement , une 
composition pharmaceutique pour etre administree par 
voie systemique, avantageusement intra-arterielle, dans 
un proced6 de therapie genique d'une maladie du systeme 
nerveux central chez un sujet, caracterisee en ce que 
les cellules de la preparation presente dans ladite 
composition sont transfectees avec au moins un gene 
codant pour une substance active dans le traitement ou 
la prevention d'une maladie du systeme nerveux. 

On entend par maladie du SNC, tant le SNC 

lui-meme que l'oeil et notamment la retine, que les 

vaisseaux le constituant ou 1 ' irriguant . A titre 

d'exemples de maladies du SNC, on peut citer, les 

tumeurs cdrebrales, les infarctus cer<§braux, les 

maladies neurodegeneratives comme celles citees 

precedemment, ou les malformations arterio-veineuses ou 

simplement arterielles telles que les anevrysmes 

arteriels ou simplement veineux, les maladies oculaires 

et en particulier les degen^rescences retiniennes. 

En consequence, les cellules des 

compositions de 1' inventions sont transfectees avec un 

gene codant pour une substance active dans le traitement 

et/ou la prevention des pathologies ci-dessus. 

La substance codee par le gene avec lequel 

les cellules ont ete transfectees peut etre directement 

ou indirectement active, c ■ est a dire necessiter : 

- 1 'administration au sujet d'une deuxieme 

substance interferant avec la premiere ou 

avec le gene codant pour celle-ci, ou 

1' exposition a une source d'energie, ou 

la transformation par une substance 

naturellement presente dans l'organisme, 

pour realiser l'effet therapeutique . 
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On peut citer notamment les substances et 
les genes choisis parmi : les facteurs de croissance, 
les facteurs anti-apoptotiques , les genes tueurs, les 
antiproteases , les immunomodulateurs , les genes 
5 suppresseurs de tumeur, les genes bloquant le cycle 

cellulaire, ou tout autre gene ou substance act if connus 
de l'homme du metier pour etre utile dans la prevention 
ou le traitement des maladies du SNC. 



10 Les compositions de 1 ' invention utiles pour 

le traitement d'une maladie du SNC sont par exemple 
dosees de fagon a permettre une administration de 
1 million a 200 millions de cellules par kilogramme de 
poids du sujet a traiter. 

15 

Pou^ cebte application au SNC, 1 ' invention 
envisage plus.-, particulierement des cellules 

endotheliales .cerebrales avantageusement immortalisees . 

On connait en- ef fet la therapie g^nique par 

20 greffe intracer-ebrale de cellules genet iquement 

modifiees qui s'appliquent aux deficits neurologiques 
dus a une perturbation dans une zone restreinte du 
systeme nerveux central. Dans ce mode de traitement, une 
faible production de molecule therapeutique, par de 

25 petits greffons, peut &tre capable de retablir une 

fonction normale. Pour pouvoir couvrir des territoires 
plus etendus que ceux atteints par greffe mecanique, 
directement dans le parenchyme cerebral, 1' injection par 
voie systemique semble la plus adequate. En effet, la 

30 voie sanguine est la voie classique d ' administration des 

substances therapeutiques . Elle permet une 

biodistribution la plus large possible. Pour etendre 
cette approche d' injection a la therapie genique 
cellulaire, la cellule endotheliale cerebrale apparait 

35 maintenant comme un moyen de choix. 
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Mais la therapie genique de maladies du 
systeme nerveux central se heurte, en partie, aux 
probl ernes poses par le nombre de types cellulaires 
different composant le SNC et surtout par le nombre et 
la complexite de leurs connexions. De plus, la presence 
de la barriere hemato-encephalique, caracteristique du 
SNC, rend l'acces au cerveau difficile pour le 
traitement des pathologies du SNC, et complique la 
conception de nouvelles substances therapeutiques 
limitant ainsi 1 ' utilisation de ces substances a des 
injections intracraniennes ou intraoculaires . 

La demanderesse a maintenant mis en evidence 
que les cellules endotheliales cerebrales sont 
susceptibles de constituer de bons vecteurs de therapie 
genique pour le systeme nerveux central. En effet, les 
cellules endotheliales cerebrales composant le reseau 
vasculaire cerebral sont a 1 ' interface entre le sang et 
le parenchyme cerebral et forment la barriere hemato- 
encephalique caracteristique du systeme nerveux central. 
II a en outre ete montre qu'elles sont capables de 
survivre et de s 1 implanter dans le systeme nerveux 
central apres greffe intracerebral (Quinonero et al. 
Gene therapy, 1997, 4, 111-119). 

Les travaux realises dans le cadre de la 
presente invention, ont permis de montrer a l'aide de 
trois techniques differentes, coloration bisbenzimide et 
genes reporter (beta-galactosidase et GFP) que les 
cellules endotheliales etaient capables, d'une part de 
s'integrer dans les vaisseaux et, d' autre part de 
survivre au sein du parenchyme en dehors de la lumiere 
des vaisseaux. Ces resultats demontrent done qu'il est 
possible d'exprimer un trangene dans le cerveau. Les 
potentialites therapeutiques des compositions de 
1' invention visent done plus specif iquement les maladies 
du systeme nerveux central. Les maladies plus 
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particulierement concernees par cette approche sont les 
tumeurs cerebrales et les infarctus cerebraux. Les 
maladies neuro -degener a t ives peuvent etre aussi 
concernees et en particulier la maladie de Parkinson, la 
5 maladie d' Alzheimer, et la maladie de Huntington. 

En consequence, 1 ' invention a tout 
particulierement pour objet 1 ' utilisation de cellules 
endotheliales cerebrales immortalisees eventuellement 
trans fee tees avec un gene codant pour une substance 

10 active pour la preparation d'un medicament destine au 

traitement ou a la prevention par therapie genique d'une 
maladie du systeme nerveux central chez un sujet par 
administration par voie intra-arterielle (intra- 
carotidienne) audit sujet d'une quantite suffisante 

15 desdites cellules pour delivrer au niveau du systeme 

nerveux central ladite substance active. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1 ' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 

20 concernant la preparation des cellules endotheliales 

cerebrales immortalisees transfectees avec un gene 
codant pour une substance active et leur utilisation 
dans le traitement par therapie genique d'une maladie du 
systeme nerveux central chez un patient par 

25 administration par voie intra-arterielle. Ces exemples 

se referent aux dessins en annexe dans lesquels : 

La figure 1 montre les lesions 
parenchymateuses induites par les injections de cellules 
endotheliales . 

30 - La figure 2 montre 1 ' identification des 

cellules RBE4 pre-marquees dans le cerveau. 

- La figure 3 montre 1 ' identification des 
cellules RBEZ dans le cerveau apres revelation de la 
betagalactosidase nucleaire par le X-Gal . 



35 
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I - Materiel et methodes . 

Les trois lignees cellulaires suivantes ont 
ete utilisees : la lignee parentale RBE4 et deux lignees 
5 derivees de RBE4, la lignee RBEZ et la lignee RBE4/GFP. 

Les lignees RBE4 et RBEZ sont decrites dans la demande 
de brevet internationale PCT No. W096/11278. 

La lignee RBE4 a ete obtenue par la 
transfection de cellules endothelials cerebrales de rat 
10 Lewis en culture primaire par un plasmide immortal isant 

contenant la sequence E1A de 1' adenovirus de type 2. Les 
conditions de culture pour les cellules RBE4 et les 
cellules derivees de RBE4 ont deja ete decrites 
precedemment (Durieu-Trautmann et al., Frontiers in CVB, 
15 1993,331:205-210). 

Les cellules RBEZ ont ete obtenues par 
exposition des cellules RBE4 a un vecteur retroviral non 
replicatif MFG-NB contenant le gene LacZ codant pour la 
beta-galactosidase de E. Coli associee a une sequence de 
20 localisation nucleaire (nls) (Lai et al . , PNAS, 1994, 

91:9695-9699). Les cellules RBEZ furent ensuite 
selectionnees par FACS (fluorescence-activated cell 
sorting) en utilisant le substrat fluorescent de la 
beta-galactosidase, la fluoresceine di-beta- 

25 galactopyranoside (Lai et al., PNAS , 1994, 91:9695- 

9699) . 

La lignee RBE4/GFP exprimant la GFP (Green 
Fluorescent Protein) a ete obtenue apres transfection 
des cellules RBE4 avec une construction contenant la 
30 sequence GFP sous le contr61e du promoteur de 

l'ubiquitine dans des cellules RBE4 . 



II - Preparation et marauaae des cellules. 
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Les cellules en culture ont ete dissociees 
par la trypsine, rincees a plusieurs reprises et mise en 
suspension en solution a la concentration initiale de 
3 00 000 cellules par microlitre. La solution de dilution 
utilisee a ete soit le PBS glucose (lOmMol) comprenant 
du calcium et du magnesium, soit le PBS glucose sans 
calcium ni magnesium. Pour 1' injection, dif ferentes 
concentrations de cellules ont ete utilisees. Ces 
concentrations finales de cellules allaient de 10 000 
cellules a 300 000 cellules par microlitre. Le volume 
total injecte a ete de 500 a 1000 microlitre. 

Les cellules RBE4 en culture ont ete 
premarqoiees au bisbenzimide (Hoechst 33342 Sigma) a la 
concentration de 7,5 mg/ml pendant 15 minutes a 37°C. Ce 
colorant nucleaire fluoresce en bleu sous lumiere 
ultraviolette du microscope a fluorescence. 

Ill - Filtration cellulaire . 

Dans certains cas , la solution finale a ete 
filtree a 1 ' aide de filtres de blutage (Polylabo, toile 
a bluter nylon #87404 NY 30 HC) de 30 microns selon le 
protocole suivant : les cellules a la concentration 
initiale ont ete aspirees a 1 1 aide d'un cone jaune d'une 
pipette P200 pour etre diluees dans la solution de 
dilution. Les cellules sont alors diluees et dissociees 
avec douceur par pipetage multiple de la preparation a 
l'aide d'une pipette P1000 et de son cone bleu 
correspondant . La suspension cellulaire est ensuite 
aspire dans une seringue de 1 ml avec une aiguille rose 
de 18 gauge. Le filtre de 30 microns a ete trempe au 
prealable dans du serum physiologique sterile puis 
desinfecte dans 1 ' alcool a 100° , seche a l'air, retrempe 
dans du serum physiologique sterile. Le filtre est 
ensuite place entre 1' aiguille et l'embout de la 
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seringue contenant les cellules. Le piston est pousse 
delicatement de maniere a avoir un ecoulement goutte a 
goutte des cellules diluees. En cas de difficultes a 
pousser le piston, le filtre est remplace. Cette 
manoeuvre de remplacement peut se faire jusqu'a 2 fois 
pour un ml. La viabilite des cellules a ete mesuree 
avant et apres filtration apres coloration au Bleu 
trypan et lecture sur cellule de Malassez . 

IV - T.es injections intra- carotidiennes . 

Des rats adultes males Lewis (If fa-Credo) 
pesant 300 g en moyenne, ont ete anesthesies par 
anesthesique volatil (Isoflurane) dans un melange 
oxygene et protoxyde d' azote. Une induction de 5 minutes 
par 1' isoflurane a 5% a ete suivi d'une dose de maintien 
de 1% pour 1 ' operation qui durait generalement 30 a 40 
minutes. L ' incision des tissus cutanes et sous cutanes 
a ete realise a l'aide d'un bistouri monopolaire. Les 
tissus musculaires ont ensuite ete ecartes pour 
permettre une exposition correcte, a gauche, de la 
carotide commune, la bifurcation carotidienne, la 
carotide externe et interne. Apres dissection 
precautionneuse de la bifurcation carotidienne, une 
cauterisation des branches collaterals de 1 ' artere 
carotide externe a ete effectuee a l'aide d'un thermo- 
coagulateur bipolaire . Une thermocoagulation a aussi ete 
effectue sur l'extremite cephalique de 1 ' artere carotide 
externe afin d' avoir un moignon catheterisable le plus 
long possible. Un clip vasculaire (type SUNDT pour 
malformation arterio-veineuse) , prealablement trempe 
dans l'heparine diluee, est ensuite pose sur la carotide 
externe, proche de la bifurcation carotidienne. Une 
catheterisation du moignon exclu de la circulation 
arterielle est realisee a l'aide d'un catheter a ailette 
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en Vialon (0,7x19 nun, Insyte-W« rM< Becton Dickinson) 
prealablement rince par de 1'heparine diluee. Une pointe 
de colle par de la Super-glue (Loctite) sur la 
collerette arterielle autour du catheter est ensuite 
5 posee afin de solidariser le moignon et le catheter. Le 

clip est ouvert pour permettre un reflux de sang 
arteriel dans le cathether et 1 ' evacuation d'un eventuel 
caillot qui aurait pu se former. Le flux est a nouveau 
interrompu pour permettre 1' adaptation de la seringue , 

10 contenant les cellules, a 1 ' embout du catheter. Le flux 

est ensuite retabli et 1' injection est effectuee 
manuellement ou a l'aide d*un pousse seringue motorise 
dont la vitesse aura ete prealablement reglee pour 
permettre une equilibration des flux entre le sang 

15 arrivant de^la carotide commune et la .solution-^ venant du 

cath6ther . L ' injection se^f ait sous le contr61e de la 
loupe chirurgicale (Leica) . A la fin de^ *l ' injection le 
moignon est* cau,fcer4:se^tout en verif ian-t qu,^4e -flux dans 
la carotide - > commune et interne soit parfaitement 

20 maintenu . Les animaux con-troles ont subi la meme 

operation que celle decrite ci-dessus mais seul le 
tampon de dilution de la suspension cellulaire a ete 
injecte, sans les cellules endotheliales . 

25 V - Etude par imaaerie des tissus . 



Certains rats ont subi une IRM cerebrale sur 
un appareil de 7 Tesla (appareil Varian) voire une 
spectroscopie . L'imagerie IRM a ete realisee avec des 

30 coupes coronales jointives de 1 mm de tout le cerveau et 

des coupes coronales jointives centrees sur le cerveau 
anterieur ( telencephale et diencephale, a l 1 exclusion du 
bulbe olfactif) de 500 microns. Des sequences ponderees 
en T2 ont ete utilisees dans la majorite des cas. Dans 

35 les rares cas ou les IRM etaient realisees avant 24 
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heures une sequence de diffusion etait rajoutee pour 
identifier les lesions eventuellement non visibles en 
sequences T2 . Lorsque le cerveau ne montrait pas 
d' anomalies parenchymatous es a 1 ' IRM, une spectroscopie 
etait realisee afin de comparer les profils spectraux 
droits et gauche chez un meme animal. 

VI - Etude histoloaiaue . 

Les animaux ont ete sacrifies a differents 
temps apres injection. En cas de sacrifice immediat, les 
differents organes preleves (cerveau, cceur, foie, rein, 
ceil, rate, testicule, carotide gauche) ont ete 
immediatement congeles dans l'isopentane refroidie par 
1' azote liquide. En cas de sacrifices plus tardifs, les 
animaux ont eu une perfusion transcardiaque de 100 ml de 
PBS puis de 500 ml de PFA 4%. Les cerveaux preleves ont 
ete, post-fixes pendant 2 a 4 heures dans le PFA 4% puis 
cryoproteges dans du sucrose (20 a 30%) pendant 48 
heures. Les cerveaux ont ensuite et6 congeles dans 
l'isopentane. Tous les tissus ont et6 sectionnes au 
cryostat soit pour obtenir des coupes montees sur lame 
de 30 microns d'epaisseur (tous les organes) ou des 
coupes flottantes (le cerveau) de 40 microns 
d'epaisseur. Les coupes flottantes etaient ensuite 
incubees dans une solution comprenant du X-gal pendant 3 
heures 30 en cas d ' utilisation de cellules RBEZ selon la 
technique decrite par Weis et al . (1991) . Les tissus 
controles etaient tou jours traites de maniere 
concomitante 

VII - Resultats. 

Quarante huit rats ont ete operes et 
injectes. Neuf ont eu une injection manuelle et 39 une 
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injection a l'aide d'un moteur electrique portable de 

notre conception afin d'obtenir une injection lente et 

reguliere. Les premieres operations ont permis de 

confirmer 1' absence de thrombose apres injection de la 
5 carotide commune et interne . 

1) Mortalite . 

Sept rats sont morts prematurement dont 5 
quelques minutes apres 1' injection avec semble t-il des 

10 problemes respiratoires (n=3) , des troubles 

neurologiques avec convulsions (n=l) ou sans cause 
evidente (n=l) . Dans tous les cas ces morts sont 
survenus avant 1 1 utilisation des filtres. Pour 6/7 rats 
la dose injectee etait > 50 millions de cellules. Aucun 

15 deces n'a et6 identifie dans le groupe controle (n=10) . 

2 ) Ef fets delet£res_ tissulaires ". 

a) IRM~ et sipectroscooie . 

20 Afin d'etudier les lesions tissulaires 

produites par les injections intra-carotidiennes de 
cellules endotheliales genetiquement modif iees nous 
avons realise des IRM cerebrales et des etudes en 
spectroscopie . L 1 IRM cerebrale representee aux figures 1 

25 et 2 en annexe fournit des donnees morphologiques alors 

que la spectroscopie fournie des donnees chimiques . La 
spectroscopie a surtout ete realisee lorsque 1 ' IRM etait 
normale. Vingt IRM (rats #17, 18, 20, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 29, 30 (2 fois) , 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39) 

30 ont ete realisee et 6 spectroscopies. Elle etait 

tou jours normale chez les animaux controles (n=3) 

On observe sur les photos de la figure 1, 
les coupes coronales IRM jointives de 1 mm, sequences 
ponderees en T2 . A, B, C : injection de 25 millions de 

35 cellules RBEZ non filtrees ; D, E, F : injection de 25 



25 



millions de cellules RBEZ apres filtration. II convient 
de remarquer en A, B, C la presence d'un hypersignal 
cortical et putaminal gauche ipsilateral a 1' injection 
qui est le temoin d'un infarctus cerebral; les 
ventricules lateraux (hypersignaux plus intenses et 
homogenes que la lesion) droit et gauche sont dilates ,- 
la lesion provoque aussi un effet de masse avec 
deplacement de la ligne mediane. En D, E, F, on note 
1' absence d'hypersignal parenchymateux, de dilatation 
ventriculaire et d' effet de masse. 

On observe sur les photos de la figure 2, 
les coupes coronales histologiques de cerveau permettant 
identification de cellules RBE4 prealablement marquees 
au bisbenzimide et visualisees en epif luorescence par 
une emission dans les ultra-violets. En A-D, observation 
du parenchyme cerebral quelques minutes apres injection 
intracarotidienne. En F.G. observation 7 jours apres. 
Les fleches en B et C identifient des cellules marquees 
dans les micro-vaisseaux intracerebral. II convient de 
remarquer en E, la presence de cellules marquees dans 
les vaisseaux du plexus choroide. La fleche en F montre 
un vaisseau exprimant une cellule positive. En G, la 
fleche montre la presence de cellules marquees dans les 
plexus choroides . 

Pour deux rats, L'IRM. a ete realisee 15 
heures environ apres l 1 injection des cellules, et dans 
ces cas des sequences de diffusion ont ete realisee en 
plus des sequences T2 pour etre certain de bien 
visualiser les modifications parenchymateuses . Dans les 
autres cas, les IRM ont ete faites entre 4 et 7 jours 
post-injection. Avant le protocole de filtration, 13 IRM 
ont ete realisees et 7 IRM apres. Avant filtration, pour 
les rats injectes avec 10 millions (n=3) aucune lesion 
parenchymateuse n'a ete detectee sur IRM ou 
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spectroscopic; neanmoins une dilatation ventriculaire 
etait visible dans 2 des 3 cas tou jours du cote gauche 
correspondant a la carotide injectee. Parmi les rats 
injectes avec 2 5 millions (n=4) une dilatation 
ventriculaire etait visible . dans 3 cas mais sans 
anomalie parenchymateuse et un rat presentait un 
hypersignal parenchymateux . Dans les 3 cas sans anomalie 
a 1 ' IRM, 2 sur 3 avaient une spectroscopie anormale. 
Parmi les rats injectes avec 50 millions (n=2) les 2 
avaient des lesions d ' hypersignal parenchymateuses 
visibles en IRM. 

Apres application du protocol e de 
filtration, les cerveaux des rats injectes avec 25 
millions (n=2) ne presentaient pas d 'hypersignal 
parenchymateux/ mais l'un d'eux avait une dilatation 
ventriculaire . Parmi, t ,les> t «ceasB/.eaux de xats^in j ectes avec 
50 millions;-* (n=4) un seui revelait un hypersignal 
cortical gauche Ce rat avait nea-nmoi-ns ete 
prealablemen-t traite par mannitol afiia d'ouvrir la 
barriere hemato-encephalique.-* Un autre/, parmi les 3 
restants, avait une dilatation du ventricule lateral 
ipsilaterale a 1* injection. 

b) Histoloaie des tissus ini ectes . 

Les colorations des coupes par un colorant 
de Nissl (cresyl violet) n'ont pas revele de lesions 
paranchymateuses evidentes apres injection de cellules 
filtrees. Par contre, avant filtration, 1' injection de 
cellules provoquait des anomalies histologiques . Ces 
anomalies etaient d'une part, des pertes cellulaires 
avec perte regionale de la lamination des- dif f erentes 
couches du cerveau et d' autre part, une 
hypercellularite, temoin d'une reaction inf lammatoire 
microgliale et astrocytaire . 
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3) Localisations d os cellules. 

a) Tdentif iration des cellules RBE4 

premarcpippfi au Bisbenzimide,. 

Quelques minutes apres injection de cellules 
endothelials RBE4 marquees par le Bisbenzimide, les 
cellules etaient clairement identifiees dans les micro- 
vaisseaux du cerveau, comme montre sur la figure 3. Sept 
jours apres 1' injection, quelques cellules sont encore 
visibles, integrees dans des vaisseaux sanguins mais 
aussi au sein du parenchyme. 

La figure 3 montre en A, une cellule RBEZ 
est incorporee a la lumiere d'un vaisseau intra- 
cerebral. En B, une cellule RBEZ en position 
extraluminale intra-parenchymateuse . II convient de 
remarquer en C (agrandissement de B) la bordure du 
vaisseau (f leches noires) . 

b) ■Mftnt-.ificaf.inn dp s cellules RBEZ par — la 

col oration au X-Gal . 

Des greffes systemiques de cellules RBEZ 
permettent de mettre en evidence, 7 jours post- 
injection, des cellules dont le noyau est bleu, soit 
integrees dans des vaisseaux, soit dans le parenchyme a 
distance de la paroi vasculaire. La localisation 
nucleaire du marquage X-gal a ete confirmee par un 
marquage des coupes a 1 1 aide du bisbenzimide (Hoechst) . 
un colorant du noyau. Lorsque le marquage etait 
effectivement nucleaire le marquage fluorescent Hoechst 
etait masque par la coloration au X-gal. En revanche 
lorsque le marquage etait cytoplasmic^ le marquage 
nucleaire etait clairement visible temoignant d'une 
expression de la beta-galactosidase endogene (non 
montre) caracter istiques des cellules macrophagiques . 
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c) Identification des cellules GFP par 
epi fluorescence . 

Des cellules exprimant le GFP etaient 

visibles sous forme d'une coloration fluorescente verte 

5 a 1, 3 et 5 jours apres injection de cellules 

endotheliales GFP. Le marquage vert de la GFP etait 

visible a la fois dans le cytoplasme et le noyau de la 

cellule comme a permis de le confirmer les contre- 

colorations du noyau a l'aide du Bisbenzimide . Deux 

10 types de morphologie de cellules endotheliales etaient 

visibles. D'une part, des cellules rondes isolees qui 

semblaient en position endovasculaires et d' autre part, 

des cellules allongees souvent par groupe de 2 au sein 

du parenchyme^ 
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REVENDI C ATI ONS 

1) Preparation de cellules de mammifere 
eventuellement transfectees avec au moins un gene codant 
pour une substance active, pour etre administree par 
voie systemique chez un sujet, caracterisee en ce 
qu'elle ne comprend pas d'agregat desdites cellules 
d'une taille susceptible d'entrainer chez ledit patient 
des dysfonctionnements transitoires ou permanent s . 

2) Preparation de cellules de mammifere 
selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle ne 
comprend pas d'agregat desdites cellules d'une taille 
superieure a environ 200 microns, de preference 
superieure a 50 microns et tout pref erentiellement 
superieure a 30 microns. 

3) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une des revendications 1 a 2, caracterisee en ce 
que lesdites cellules sont immortalisees . 

4) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une quelconque des revendication 1 a 3, 
caracterisee en ce que les cellules sont non 
tumor igenes . 

5) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que lesdites cellules sont choisies dans le groupe 
comprenant les cellules endothelials et les cellules 
epitheliales de mammiferes. 

6) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
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que lesdites cellules sont choisies dans le groupe 
comprenant les cellules cerebrales et retiniennes . 

7) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que lesdites cellules ont subies un 
traitement biologique, chimique ou physique empechant la 
formation d'agregat ou supprimant specif iquement les 
agrdgats desdites cellules d'une taille superieure a 
environ 200 microns, de preference superieure a 50 
microns et tout pref erentiellement superieure a 30 
microns, puis mises en suspension dans un milieu 
permettant la survie desdites cellules et ne favorisant 
pas leur re-agregation. 

8) Preparation de cellules de mammifere 
selon la revendication 7, caracterisee en ce que le 
traitement biologique consiste a modifier gen^tiquement 
les dites cellules par une sequence d'acide nucleique 
exprimant un agent empechant la formation d'agregat ou 
inhibant 1' expression d'un agent favorisant la formation 
d'agregat desdites cellules. 

9) Preparation de cellules de mammifere 
selon la revendication 7, caracterisee en ce que le 
traitement physique consiste en une filtration ou un 
tamisage. 

10) Composition pharmaceutique pour etre 
administree par voie systemique chez un sujet, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une preparation de 
cellules selon l'une quelconque des revendications 1 a 
9, en association dans ladite composition avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable permettant la 
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survie desdites cellules et ne favorisant pas leur re- 
agregation. 

11) Composition pour etre administree par 
voie intra-arterielle, avantageusement intra- 
carotidienne, chez un patient, selon la revendication 
10, caracterisee en ce qu'elle comprend urie preparation 
de cellules ne comprenant pas d'agregat desdites 
cellules d'une taille superieure a 50 microns et de 
preference superieure a 30 microns. 

12) Composition pour etre administree par 
voie intra-veineuse, chez un sujet, selon la 
revendication 10, caracterisee en ce qu'elle comprend 
une preparation de cellules ne compreriant pas d'agregat 
desdites cellules d'une taille superieure a 200 microns 
et de preference superieure a 100 microns. 

13) Composition selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'elle 
comprend de 1 ' ordre de 1 000 a 300 000 cellules par 
microlitre de composition. 

14) Composition pharmaceutique pour etre 
administree par voie systemique dans un precede de 
therapie genique d'une maladie du systeme nerveux 
central chez un sujet, selon l'une des revendications 10 

13, caracterisee en ce que les cellules sont 
trans fee tees avec au moins un gene codant pour une 
substance active dans le traitement ou la prevention 
d'une maladie du systeme nerveux. 

15) Composition selon la revendication 14, 
caracterisee en ce que la substance ou le gene actif 
dans le traitement ou la prevention d'une maladie du 
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systeme nerveux est choisie parmi les f acteurs de 
croissance, les f acteurs anti-apoptotiques , les genes 
tueurs, les antiproteases, les immunomodulateurs , les 
genes suppresseurs de tumeur, les genes bloquant le 
5 cycle cellulaire. 

16) Composition selon l'une des 

revendications 14 a 15, caracterisee en ce qu'elle est 
dosee de fagon a permettre vine administration de 1 
10 million a 200 millions de cellules de mammifere 

immortalisees transfectees avec au moins un gene codant 
pour une substance active par kilogramme de poids du 
sujet a traiter. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 



